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    Muscarinic cholinoceptor densities and dissociation constants in normal, obstructed and dener-
vated human detrusors were determined using 3H-quinuclidinyl benzilate (3H-QNB) as a radio-
ligand in binding assays. Samples of detrusor were taken from 22 normal bladder domes (bladder 
tumor 10, primary VUR 5 and others 7), from normal bladder base in 10 bladder tumor cases, 
from obstructed bladders in 12 cases of benign prostatic hypertrophy and from denervated bladders 
in 6 spina bifida patients. The binding assay for muscarinic cholinoceptor was performed according 
to the procedures of Yamamura et  al. and Nilvebrant et al. The tissue samples were homogenized 
in ice cold phosphate buffer (0.05 M, pH 7.4) by a Polytron homogenizer and the homogenates 
were used immediately for the receptor binding assay. Homogenates (100 pl) in the presence or ab-
sence of 10 pM atropine sulfate and various concentrations (0.05-3 nM) of 3H-QNB, diluted with 
phosphate buffer to 2 ml were incubated for 90 minutes at 25°C. The solutions were filtered through 
Whatman GF/F glass fiber filters. The filter was placed in a scintillation vial with 10 ml of scintil-
lation fluid (ACS-II) for 24 hours. The radioactivity was determined by liquid scintillation spec-
trometry. The maximum binding (B max) and dissociation constant (KD) were derived by Scat-
chard analysis. 
   B max is expressed as f mol/mg protein, and KD as M. B max=43.1 ± 12.3, KD= (1.12 ±0.67) 
x10-10 in normal human detrusor (dome), B max=23.8±7.0, KD = (1 .45 ± 0.64) x 10-10 in normal 
human detrusor (base), B max=39.9±11.5, KD=(1.04±0.35) x 10-10 in obstructed human detrusor 
(dome) and B max=48.4±12.1, KD=(1.63±0.5) x 10-10 in denervated human detrusor (dome). 
   A significant difference in B max was found only between dome and base of normal detru-
sor. There were no significant differences in B max and KD between any two groups of normal 
obstructed and denervated detrusors or between stable and unstable bladders. These results sug-
gest that the regulation of muscarinic cholinoceptor density and affinity in human bladder may not 
be influenced significantly by clinical outlet obstruction or congenital and chronic state of denerva-
tion.









療法 の分 野 で よ く利 用 され てい るが 附,尿 流 動 態 の
基礎 的 研究 と しての 尿 路 の 自律 神経 受 容 体 の 研究 に 関
しては,ま だ少 数 で あ り,い まや っ とそ の 緒 に つ い た
ばか りとの 印象 を 受 け る4-1U.
膀 胱 の ア トロ ピ ン抵 抗性 とい う問 題 点 は あ る もの の
膀胱 排 尿筋 の収 縮 が主 に 副交 感 神 経 の骨 盤 神経 に よっ
て支 配 され て い る こ とは広 く認 め られ て お り,detru-
sorareflexia(排尿筋 反 射 消 失)に 対 して は 副交 感 神
経 刺激 剤 が,ま たdetrusorhyperreflexia(排尿 筋
反 射充 進),unstablebladder(不安 定膀 胱)に 対 し
ては副 交 感神 経 遮 断 剤 が臨 床 的 に 用 い られ て い る.さ
らに除 神経 を受 け た膀 胱 が ア セ チ ル コ リ ン類 似物 質 に
対 して過 敏 に反 応 す る こ とはdenervationsupersen-
Slt1V三tyとして知 られ て お りiz‐ia),臨床 的 に はLapi・
destestとして 応用 され て い る15).
そ こで 筆者 は,今 回 ヒ トの膀 胱 平 滑 筋 組 織 中 の ムス
カ リン性 アセ チ ル コ リン受 容 体(muscarinicacetyl-
cholinereceptor以下m-AchR ,と 略 す)を
radioligandbindingassay法を 用 い て 測 定 し,そ
の 受 容 体 量(maximumbinding,以下Bmax)
と結 合 物 質 と 受 容 体 と の 解 離 定 数(dissociation
constant,以下KD)を 定 量 した.そ して(1)detrusor
hyperreflexia,detrusorinstabilityがm-AchRの
増 加 に よ って起 こ るか 否か,(2)ヒトにお け る除 神経 膀
胱 のdenervationsupersensitivityがm-AchRの
増加 を 伴 って い るか 否 か,③ 各 種 病 態 下 に お け るm-
AchRのrecept。rkineticsなどを 検討 す る こ とを 目
的 と して,正 常 膀 胱 だ け で な く前 立 腺 肥 大 症 に 伴 う閉
塞性 膀 胱,2分 脊 椎 症 に 伴 う除 神経 膀 胱 のm-AchR,
を も測 定 し正 常 膀 胱 と の比 較 検 討 を 行 な っ た,な お
ヒ トの膀 胱 平 滑筋 中 のm・AchRを 測 定 し た 報 告 は
Levinetal.'s),Andersonetal.'s),Shapiroet
a1.IF),Nilvebrantcta1.】9)があ るがShapiroetal.
の膀 胱外 反 症 例 以外 は膀 胱 腫 瘍,尿 路 奇形 な ど の疾 患
に対 す る手 術 の 際,膀 胱 体 部 の肉 眼 的 に正 常 と思 わ れ
る部 分 を対 象 に して お り筆 者 の調 べ えた 限 りで は ヒ ト
の正 常膀 胱 三 角 部,お よび 前 立 腺 肥 大 症 に伴 う閉 塞 性
膀 胱体 部,2分 脊椎 症 に伴 う除 神経 膀 胱 体 部 に お け
るm-AchRのbindingassay法に よる定 量 は他 に な




















































































































休 止 期 を は さん で30秒 間 ×3回 氷 冷 下 で破 砕 した 後
(dial7),さら に超 音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ーHandySo・
nicUR-20P(トミー精 工)で5～io秒 間 よ く携 拝 し
2重 ガ ーゼ で濾 過 した.こ の よ うに 作 製 され た ホ モ ジ
ネ ー トの一 部 を蛋 白定 量 用 と し て再 凍 結 し,残 りを
receptorbindingassayに供 し た.蛋 白質 の定 量 は
Lowryetal.法22)に従 った.
実 験 の 結 合物 質 と し て は3H-quinuclidinylben-
zilate(以下3H-QNB)を 使 用 し た(30.1Ci/m。
molNewEnglandNuclear,56Ci/m.mol
Amersham)実験 に あ た り各試 験 管 に ホ モ ジ ネ ー ト
100μ1,濃度 を0.05,0.1,0.z,o.3,0.4,0,5,0.8,1,2.3nMの
10段階 に調 整 され た3H-QNB液,10μMの 硫 酸 ア
トロ ピ ン20μ1,また は 同量 のphosphatebuffer液
を 加 え,buffer液で 希 釈 し全 量 を2miJtubeと し
た.各 濃 度 の試 験 管 を25℃90分 間 振 盤 培 養 し,た だ
ち に減 圧 下 で グ ラ ス フ ァイ バ ー濾 紙(WhatmanGF/
F)に て 吸 引 濾 過 し氷 冷 したbuffer液で 試 験 管 内を
4回 洗 浄 し組 織 に 結 合 した3H-qNBを{ree3H-QNR
か ら分 離 した,濾 紙 を バ イ ア ル に 入 れ 液 体 シ ンチ
レータ ー(ACS-II,Amersham)10mlを加x.24時
間 放 置 後,液 体 シ ン チ レー シ ョン ・カ ウ ン タ ー(Be-
ckmanLS7500)にて放 射 活 性 を 測 定 した.す べ て
の 測 定 はduplicateまた はtriplicateで行 な い,そ
の平 均 値 を と った.こ の 放 射 活 性 値 よ りScatchard
analysisza)によ り最 大 結 合 数Bmax=受 容 体 量rece
ptordensity,および 解 離 定 数KDを 求 め た.硫 酸 ア
トロ ピン非存 在下 の結 合 量 をtotalbinding,アトロ
ピ ン存 在 下 の それ をnon-specificbindingとし,前
者 よ り後 者 を ひ い た値 をspecificbindingとし た.
F五9.1,2に代 表 的 なsaturationcurveおよびSca-
tchardpl。tの例 を 示 す.検 定 に はt検 定 を 利 用 し
た(有 意 水 準P〈0,05).デー タは す べ て 「平 均値 ±
標準偏差」で表した.
結
瀧田:ム スカリン性アセチルコリソ受容体 ・ヒ ト膀胱平滑筋
果
(1)正常 膀 胱 群 に お け る部 位,性 別,年 齢 分 布 に よ
る比較
Fig.3に示 す 如 く,正 常膀 胱 体 部22例のBmaxの
(平均値 ±標 準 偏 差)は43.1±12.3fmol/mg・pro-
rein,KDは(1.12±0.67)×10-10Mであ った.正
常膀 胱 三角 部 はBmax=23.8±;,Ofmol/mg・protein,
KD=(1.45±0.64)×10-10Mであ り正 常 膀 胱 体 部
と比較 してBmax,す な わ ちm-AchRの 受 容 体量 は
有意 に低 か ったが(P=0,001),KDには 有 意 差 は な























proteinであ り,年 齢 別 の 比 較 で は<0～15歳>e
43.8±1生7,〈16～59歳〉=36.0±1.2,〈60歳以上 〉
=46.2±10.6,各fmo1/mg・proteinであ り,性 別,
年 齢別 の ど の群 問 の 比 較 で も有 意 差 は認 め られ なか っ
た.KDに つ い て も同様 に 有 意 差 は な か った(Fig.
4),
(2)正常,閉 塞 性,除 神経 膀 胱 体 部 の3群 間 に お け
る比'較
前述 の ご と く,正 常膀 胱 体 部22例のBmax=43.1±
12.3fmol/mQ・protein,KD=(1.12±0.67)x10-10M
に 対 して 閉塞 性 膀 胱 群 で はBmax=39.9±11.5f【no1/
mg・protein,KD=(1.04±0.35)×10-10M,除神経
膀 胱 群 でBmax=48,4±12.1fmol/mg.protein,KD
e(1.63±0。5)xlO}10Mであ った(Fig.5)。正 常群
に対 して 他 の2群 のBmax,KD値 は と もに 有意 値 を
示 さな か った が,Bmaxの 数 値 の 上 で は正 常 群 に 対 し
て閉 塞 群 は 低値,除 神 経 群 は 高値 を示 した.
(3)Stablebladder群とunstablebladder群と
の比 較
原 発 性 膀 胱 尿 管逆 流症,尿 管 異 所 開 口な どの 正 常 小
児例 と前 立 腺 肥 大 症 の成 人 男 子 例 に お い て各 々8例 と
12例に膀 胱 内圧 測 定 を施 行 した.小 児 群,前 立 腺 肥 大
症 群 と もにstablebladderとunstablebladderの
比 率 は50%ずつ あ った.





前 立 腺 肥 大 症 群 で はstablebladderグル ー プ が
Bmax=42,0±13,3fmol/mg・protein,KD=(0.85±



















































































0.26)×10-ioMとい う結 果 で あ った(Fig6.右 側).
Bmaxの 数値 の上 で は 正常 小 児 群,前 立腺 肥 大 症 群 と
もにunstablebladderグル ー プがstablebladder
グル ー プ よ り低 くな って い るが,両 群 と もに 両 グル ー











望 まれ る が,少 な くと も膀 胱 平 滑 筋 のm-AchRに 関
す る限 り,ま だ方 法 論 が 確 立 さ れ て い る と は 言 い難
い.今 回 の 研 究 は,前 述 の 如 くYamamuraand
Snyder2D,Nilvebrantetal.6・】9)らの方 法 に 原則 と し
て従 った.Nilvebrantら19)はヒ ト膀 胱 平 滑筋 のm・
AchRに 対 す るbindingassayの実 験 方 法 に つ いて
詳 し く検 討 して お り,3H-QNBの 結 合量 とincuba-
tiontime(25℃)の関 係 につ い て6.0×10-uM,2.4×
10-10Mの2種類 の3H-Q,NB濃 度 で 検 討 して い る.こ
れ に ょれ ば,specificb三ndingは両 濃 度 と もに1.5時
間 で ほ ぼ定 常 状 態 に 達 して お り,筆 者 もincubation
timeを1.5時間 と した.彼 ら は また,ホ モ ジネ イ トの
蛋 白濃 度 が0・35mg/m1以下(6.0×IU-uM),041ngl
ml以 下(1.3×io-10M)でな い と=H-QNB結 合量
のtissuelinearityが失 わ れ る と報 告 して い る.今 回
の実験 は この条 件 を み た して お り,そ の他 の実 験 条件
(QNB濃 度 設 定 な ど)も 彼 い とほぼ 同 じに 設 定 した.
飽 和 曲線 で はnon-specificbindingがaH-QNB濃
度 が 上 昇 す るに 従 って 直線 的 に増 加 し て い く の に 対
し,specificbindingは1～2nMのaH-QNB度
付 近 で ほ ぼ 定 常 状 態 に 達 し て お り(Fig。1),Sca-
tchardplotは直 線 性 を 示 し(F三92).3H-QNBと受
容 体 との結 合 は特異 的specific,高親 和 性highaffi-
nity,飽和性saturableであ り,結 合 部 位 の親 和性 は
単 一 で あ る と考 え られ る.
た だ正 常 膀 胱 三角 部 のScatchazdplotであ たか も
negativecooperativityを思 わせ る ものが 存 在 し,こ
の点 につ い て は 今 後 さ らに 検 討 を 要 す る と思 われ る.
今 回 の 正 常 膀 胱 体 部 の 受 容 体 量(=Bmax),
Kn値 を 他 の報 告 と対 比 して み る と(Table2),こ
の 「正 常 値」 に バ ラ ツキが あ るの が わ か る.こ の差 は
実 験 方 法 の 相違 あ る い は人 種 の差 に 基 づ く ものか も し
れ ない.実 際,今 回 の実 験 で もm・AchRの 値 は25.1
～67.3f'mol/mg・protein存こ広 く分 散 し,個 体 差
も大 き くこれ は 他 の報 告 で も 同様 の 傾 向 を 示 し て い
るi6-19).さらにLevinに よれ ば 同 一 の ヒ ト膀 胱 体 部
で も部 位 に よ ってBmaxに 相違 が あ る との報 告 もあ
り25),ヒト膀 胱 平 滑筋 のm-AchRの 正 常値 を決 め る
のは か な り難 しい.
Fig.3に図 示 した 如 く正 常膀 胱 三 角 部 のBmaxが
同体 部 の それ に 比べ て 有意 に 低 く約112で あ る とい
う結 果 を 得 た 。 この事 は実 験 動 物(イ ヌ,ウ サ ギ)で
す でに 報 告 され て い る が4・5》,ヒトの膀 胱 に』つ い て は
筆 者 の報 告 が 最 初 で あ る.m-AchRが 膀 胱 体 部 に多
く,三 角 部 に 少 な く分 布 して い る事 は,周 囲 臓器 と粗



















































コントR一ル群と比較 して除神経1週 間後,3週 間後
群は有意の増加を示 し,尿路変向群,除 神経+尿 路変
向群は逆に有意に低下 し,排尿筋肥大群はわずかな増

















































































神経,排 尿筋肥大,尿 路変向を比較 した前記の実験zr>
































bindingassayを行 な い,ヒ ト膀 胱 平 滑 筋 の ムス カ リ
ン性 アセ チ ル コ リ ン受 容 体 量(Bmax)と 解 離 定 数
(KD)を測 定 した.
(1)対象 は正 常膀 胱22例,前 立 腺 肥 大 症 に 伴 う閉 塞
性 膀 胱12例,2分 脊 椎 症 に伴 う除 神 経 膀 胱6例 の計40
症 例 で あ る.
(2)正常膀 胱 体 部 に お い て はBmax,KDの 値 に 関
して性 差,年 齢 差 は 認 め ら れ ず,全 体 と してBmax
=43.1±12.3fmol/mg・protein,Ko=(1.12±0,67)
×10-1。Mであ った.
(3)正常膀 胱 三 角 部 で はBmax=23.8±7.Ofmol/
mg.protein,Kn=(1.45±q64)×10-10Mであ り,
三 角 部 で のBmaxは 体 部 に 比 較 し て 有 意 に 低 か っ
た.
(4)前立腺 肥 大症 に伴 う閉 塞性 膀 胱 体 部 で はBmaa
=39.9±11,5fmol/ing・protein,Ko=(1.04±0.35)
×10-!。Mであ り,2分脊 椎 症 に 伴 う除 神経 膀 胱体 部 で
はBmax=48.4±12.Irmol/mg・protein,Kn=(1.63
±0.5)×10-10Mであ った.T'rTsnY.V`対し て 前 立 腺
肥 大症 群 のBmaxは 低値,2分 脊 椎 症 群 のそ れ は高
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